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© Precede et appareii d'hydroiyse enzymatique de proteines, dans lesqueis on melange une enzyme 
proteoiytique et un substrat proteique, on realise une premiere etape d'hydroiyse en cuve sous agitation, et i'on 
realise une deuxieme etape d'hydroiyse en tube garni d'elements meSangeurs statiques. 
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La presente Invention a pour objet un precede cThydrolyse enzymatique de proteines et un appareii 
pour la mise en oeuvre du procede. 

On conna'it divers precedes d'hydroiyse enzymatique de proteines qui se distinguent par !e choix du 
substrat, do i'enzyme, du degre d'hydroiyse et/'ou du prorii peptidique recherche, par exempio. Lorsque, 
5 pour des raisons d'assimiiation de Thydrolysat par ia muqueuse intestinale, par exempie, un profil 
peptidique reiativement bien defini, notamment un profii oligopeptidique etroit est recherche, ies precedes 
d'hydroiyse connus component generalement au moins une etape de filtration ou tamisage de I'hydrolysat 

Cost ainsi quo EP 226221, par exempie, decrit un precede de preparation de peptides hypoaiiergeni- 
ques de poids moleculaire compris entre 2000 et 6000 par une ou plusieurs etapes d'hydroiyse enzyrnati- 
w que de proteines realisees chacune en discontinu en cuve de fermentation et terminees chacune par une 
etape d' ultrafiltration. 

US 4212889 decrit un precede de soiubilisation de proteines de poisson, dans lequel on fait passer en 

continu un melange de chair de poisson et d'enzyme au travers d'une installation comprenant piusieurs 

cuves d'hydroiyse branchees en serie. 
15 La presente invention a pour but de proposer un precede d'hydroiyse qui, tout en elant realise de 

preference en continu, permette d'egaler, voire d'ameliorer Tefficacite d'une hydrolyse en discontinu en 

cuve et qui permette d'obtenir un hydro ly sat prole i que presentant un degre d'hydroiyse et/'ou un spectre 

peptidique bien defini et reproductible. 

A cot effet, ie precede d'hydroiyse enzymatique de proteines seion ia presente invention, dans lequel 
20 on soumet un substrat proteique a une hydrolyse avec une enzyme proteoiytique, comprend une premiere 

etape d'hydroiyse enzymatique en cuve sous agitation et une deuxieme etape d'hydroiyse enzymatique en 

tube. De preference, on realise le present precede en continu et Ton realise la deuxieme etape d'hydroiyse 

enzymatique en tube garni d'elements meiangeurs statiques. 

De meme, I'appareii pour la mise en oeuvre du present precede comprend une cuve d'hydroiyse a 
25 double manteau avec agitateur reliee en amont a un dispositif doseur de substrat et a un dispositif doseur 

d'enzyme, et reliee en aval a au moins un tube d'hydroiyse- De preference, iedit tube est garni d'elements 

meiangeurs statiques. 

On a constate qu'il etait possible ainsi de produire, de preference en continu, avec une bonne efficacite 
et une bonne reproduetlbilite, un hydro ly sat proteique presentant un degre d'hydroiyse et/ou un spectre 

so peptidique bien definis. 

Grace a ce precede et a cet appareii, il est en particulier possible de travailler avec une cuve de 
reiativement faible dimension que i'on peut rempiir completement, sans laisser subsister d'espace de tete, 
et avec un tube de reiativement grande dimension. On peut done realiser, de preference en continu, une 
premiere etape reiativement courte, en d'autros tonnes une etape de lancement de i'hydroiyse dans une 

35 reiativement petite cuve, et une deuxieme etape reiativement Iongue, en d'autres termes une etape de 
finition de i'hydroiyse dans un tube presentant un volume reiativement grand. \\ est ainsi possible de 
controler de maniere precise et simple, par exempie par i'intermediaire de pompes volumetriques, ie temps 
de reaction, autrement dit ie temps de residence du substrat dans le volume total represents par ia somme 
du volume de la cuve et du voiume du tube. 

40 Si, pour corn para! son, on desire realiser une hydrolyse dans une seule grande cuve d'hydroiyse, ie 
temps de residence d'un voiume eiementaire d'hydroiysat ne peut pas etre defini de maniere precise. Ceci 
est vrai pour une hydrolyse en discontinu, ies temps necessaires pour etablir des conditions donnees de 
pH et/ou de temperature, voire pour vider la cuve, par exempie, n'etant pas negligeabies. Mais ceci est 
d'autant pius vrai pour une hydrolyse en continu, pour iaqueiie il n'est possible de definir qu'un temps de 

45 residence moyen. Meme dans un precede tei que celui d'US 4212889 cite plus haut. ie temps de residence 
ne peut guere etre defini de maniere pius precise. 

Par contre, i! s'avere qu'avec ie precede et I'appareii seion ia presente invention, ie temps de residence 
d'un volume eiementaire d'hydroiysat peut etre defini de maniere remarquabiement precise, le courant de 
I'hydrolysat dans le tube d'hydroiyse, de preference garni d'elements meiangeurs statiques, pouvant 

50 presenter un front tres plat, 

Dans ie present expose, on definit un degre d'hydroiyse par i'intermediaire de la quantite d'azoie non 
proteique (NPN) determinee comme le pourcentage de I'azote total non precipitable a i'aclde trichloraceti- 
que a 13%. 

Les teneurs en azote sont de terminees par la methode Kjeldahl. 
55 Les teneurs en azote amine (alpha-Nhfe libre) sont determinees par reaction a la ninhydrine apres 
hydrolyse aicaline. 

Les tests de reiachement de serotonine exogene marquee au tritium (serotonine- 3 H) sent fails sur des 
mastocytes normaux de ia cavite peritoneale du rat seion la methode decrite par R.Fritsche et M.Bonzon 
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dans Int Arch Allerg Immunol 93, 289-293 (1990). 

Les tests d'inhibition ELISA sont faits avec des anticorps de lapin specifiques de Ea beta- iactogiobu line 
(BLG), de ia serurnaibumine bovine (BSA) et de la caseine (CAS). La senslbiiite de !a methode, autrement 
dit la limite de concentration de detection est de 20 ng/rnL 
5 Les analyses par chromatographic liquide haute performance (tests HPLG, prof i Is peptidiques) sont 

effectuees dans des conditions non denaturantes sur gel a base de siiice type TSK-G2GQG-SW de la 
maison Toyo Soda, dont le domalne de fractionnement s'etend de 500 a 50000 Dalton, dans une colonne 
BIOSIL SEC-125 de la maison BiORAD. Les resultats sont exprimes en % de distribution de surface des 
pics lus a 220 nm en solution phosphate 0,1 M + NaCI 0,4 M a pH 6,80 . 
/o Les analyses par eiectrophorese de zone en gel de poiyacrylamlde (tests SDS-PAGE) sont effectuees 

seion la methods decrite par Laemmli dans Nature 227, 880 et suivantes (1970). 

Le blocage de lysine est determine par HPLC et exprime en % de lysine bioquee par rapport a ia 
lysine totaie de i'hydrolysat 

Par I'expression "elements meiangeurs staiiques", on peut comprendre des croisiilons ou des iamelies 
15 onduiees metalliques ou en plastique qui se croisent ou sont imbriques les uns dans les autres et qui 
subdivisent I'espace delimlte par ledit tube en une piuraiite de canaux qui se croisent tout en progressant 
dans I'axe du tube. De tels elements sont commercialises par la maison Sulzer A.G., CH-8401 Winterthur, 
sous ia designation 3MV, SMX ou SMXL, par exemple. 

Enfin, dans !e present expose, ii faut comprendre que lesdits tubes garnis d'eiements meiangeurs 
20 statiques sont systematiquement munis d'un double manteau, meme quand ga n'est pas precise. 

Pour mettre en oeuvre ie present precede, on peut utliiser comme substrat proteique toute matlere 
premiere aiimentaire riche en proteines, telle que des farines ou semoules de gralnes ou de tourteaux 
d'oieagineuses, des ievures ou bacteries aiimentaires, de la chair animaie ou de poisson hachee, ou des 
iaits ou derives du lalt, sous forme de particules en suspension aqueuse ou de suspension aqueuse, par 
25 exemple. 

De preference, ledit substrat proteique est un substrat lactoserique contenant ies proteinics du 
lactoserum, notamment un lactoserum doux de fromagerie ou un lactoserum acide de caseinerie, tei quel 
ou sous forme demlneralisee ou delactosee, liquide ou reconstitue. 

De preference egalement, on choisit I'enzyme dans le groupe forme par la trypsine, la ehymotrypsine, 
30 ia pancreatine, les proteases bacteriennes, les proteases fongiques, et ieurs melanges. 

On peut melanger i'enzyme proteoiytlque et ie substrat a raison d'une quantite d'enzyme presentant 
une activite de 0,1-12 unites Anson (AU) pour 100 g de matiere seche de substrat. 

On realise de preference la premiere etape d'hydroiyse durant 10-60 min tout en ajusiant ie pH et ia 
temperature a des vaieurs favorables a I'activlte de I'enzyme, et Ton realise de preference la seconde etape 
35 d'hydrolyse durant 1-8 h en ajustant la temperature a une valeur egale ou superieure, notamment de 0- 
10 *C, a la temperature de la premiere etape. 

On peut prevoir des etapes intermedial res ou compiementaires, notamment une etape de melange 
preiiminaire, de preference en tube garni d'elements meiangeurs statiques; une etape de denaturation 
thermique, avant, au milieu de ou apres !a premiere etape d'hydroiyse, notamment a i'aide d'un echangeur 
40 de chaleur ou d'un tube garni d'elements meiangeurs statiques; une ou plusieurs etapes deactivation 
d'enzyme, en particuiier apres !a deuxierne etape d'hydroiyse, notamment a I'aide d'un echangeur de 
chaleur et/ou d'un dispositif a injection de vapeur et/ou d'un tube garni d'elements meiangeurs statiques; 
et/ou une etape de refroidissement s en particuiier apres une etape de denaturation, notamment a i'aide d'un 
echangeur de chaleur ou de preference en tube garni d'elements meiangeurs statiques, par exemple. 
45 On peut inactiver I'enzyme en une, ou de preference en deux etapes, une premiere etape correspon- 
dant plus precisement a une autodigestion de I'enzyme et une seconde etape correspondant plus 
precisement a une sterilisation. 

On peut egalement subdiviser ladite premiere etape d'hydroiyse en cuve en au moins deux parties 
reaiisees dans au moins deux cuves branchees en serie. De meme, on peut subdiviser ladite deuxierne 
50 etape d'hydroiyse en tube en au moins deux parties reaiisees en au moins deux tubes branches en serie. 
Dans ce dernier cas, on peut reaiiser un ajustement de pH et/ou ajouter de I'enzyme entre deux tubes 
successifs. 

Pour le ou les ajustement du pH, on utilise de preference un reactif adequat, soit a!ca!in 5 te! que KOH : 
NaOH ou Ca(GH) 2 , soit acide F tel que HC! ou HPO* f par exemple. 
55 Dans une forme de realisation preferee du present precede, on choisit comme enzyme une protease 
alcaline bacterienne, notamment celie produite par Bacillus iicheniformis et commerciahsee pair la firme 
Novo sous la designation "alcaiase", en particuiier "alcaiase 0.6 L" ou "alcaiase 2.4 L", par exemple. 
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On a constate qu'avee cette forme de realisation preferee on pouvait obtenir un hydroiysat presentant 
un NPN particulierement eleve et une aiiergenicite particulierement reduite. 

Pour ce fairs, on peut reaiiser ladite premiere etape d'hydroiyse a un pH de 7,0-10,0 a 50-80 °C, de 
preference 63-73 °C, et ia seconde etape d'hydrolyse a un pH de 6,5-8,0 a 55-80 C C, de preference 65- 
5 73 °C. On peut pre voir, soit avant ia premiere etape d'hydrolyse, soit entre iesdltes deux etapes d'hydroly- 
se, une etape de denaturation thermique a 80-120*0, de preference a 85-95 °C, durant 30 s a 10 min, de 
preference durant 4-6 min. On peut ensuite inactiver i'enzyme par une etape d'autodigestion a 70-11 G°G, 
de preference 85-90 "C, durant 10 s a 20 min, de preference durant 2-8 min, suivie d'une etape de 
sterilisation a 110-150*0, de preference 120-1 30 °0, durant 5 s a 5 min, de preference durant 30 s a 2 
w min. 

Dans une autre forme de realisation preferee du present precede, on choisit comme enzyme une 
combinaison comprenant d'une part une protease aicaiine bacterienne, notamment celle produite par 
Baciiius iicheniformis et commercialisee par !a firme Novo sous ia designation "alcaiase", en partscuiier 
"alcaiase 0.6 L" ou "alcaiase 2.4 L", et d'auire part une enzyme pancreatique, notamment la trypsine, par 
15 exempie. 

Dans cette autre forme de realisation preferee, on peut soumettre separement deux substrats, 
notamment deux substrats lactose riques, chacun a une hydrolyse distincte, avec i'une de ces deux 
enzymes, selon ie present precede, jusqu'a une etape commune, de preference jusqu'a une etape 
commune de sterilisation suivant deux etapes distinctes d'autodigestion des deux enzymes differentes. On 

20 peut egalement soumettre successivement le meme substrat a Taction de I'une puis de I'autre de ces deux 
enzymes. On a constate en effet qu'un produit d'hydrolyse des proteines du iactoserum, par exempie, 
obtenu par cette combinaison peut presenter une stabllite a ia conservation particulierement bonne. 

Pour ia mise en oeuvre du present precede avec une enzyme pancreatique, en particulier la trypsine, 
par exempie, notamment dans ie cadre de la combinaison ci-dessus, on peut avaniageusement utlliser ies 

25 conditions de pH et de temperature deerites dans EP 322589 dont Ie conienu est integre a ia presente 
description par reference. 

L'appareil pour la mise en oeuvre du procede seion la presente invention comprend done une cuve 
d'hydrolyse a double manteau avec agitateur reiie en amont a un dispositif doseur de substrat et a un 
dispositif doseur d'enzyme, et relie en aval a au molns un rube d'hydrolyse garni d'elements meiangeurs 
so statiques. 

Dans cet appareil, ledit tube peut etre dispose verticaiement, son extremite inferieure etant reiiee a 
ladite cuve et son extremite superieure debouchant sur une conduite de sortie, fl peut aussi etre dispose 
horizontaiement ou dans route autre position, 13 presente de preference une longueur superieure a quatre 
fois son dlametre, 

35 De preference egalement, lesdits dispositifs doseur de substrat et doseur d'enzyme comportent chacun 

un recipient d'aiimentation relie a ladite cuve d'hydrolyse par Tintermediaire d'une pompe voiumetrlque. 

L'appareil peut comprendre en outre un dispositif doseur de reactif comportant un recipient d'aiimenta- 
tion relie a ia cuve d'hydrolyse par I' intermediate d'une pompe voiumetrique commandee par un pH metre. 
L'appareil peut egalement comprendre plusieurs cuves branchees en serie au lieu d'une seule cuve, 
40 notamment deux cuves dont Tune peut servir a une prehydrolyse. 

L'appareil peut egalement comprendre piusieurs tubes d'hydrolyse garnis d'elements meiangeurs 
statiques, branches en serie en aval de ia cuve par des condultes de liaison qui peuvent etre reiiees en 
amont au dispositif doseur d'enzyme et au dispositif doseur de reactif. 

On peut egalement prevoir un tube garni d'elements meiangeurs statiques entre lesdits dispositifs 
45 doseur d'enzyme, doseur de substrat et/ou doseur de reactif et ladite cuve, voire entre deux cuves 
successi ves si l'appareil comprend piusieurs cuves. 

L'appareil pour ia mise en oeuvre du procede selon ia presente invention est decrit ci-apres en 
reference au dessin annexe qui en illustre, a titre d'exemple, trois formes de realisation. Dans ce dessin, 

- la Figure 1 represente schematiquement une premiere forme de realisation de l'appareil, comprenant 
50 une cuve et un tube garni d'elements meiangeurs statiques, 

- la Figure 2 represente schematiquement une deuxieme forme de realisation de l'appareil, comprenant 
une cuve et piusieurs tubes d'hydrolyse garnis d'elements meiangeurs statiques, et 

- ia Figure 3 represente schematiquement une troisieme forme de realisation de rappareii, comprenant 
deux cuves et piusieurs tubes d'hydrolyse garnis d'elements meiangeurs statiques. 

55 Comme on le voit a la Figure 1, ie present appareii comprend une cuve d'hydrolyse 1 a double 
manteau 2 avec agitateur 3 entraTne par un moteur 4. Cette cuve est fermee de maniere etanche par un 
couvercle 5 au travers duquel passent diverses conduites et I'axe de I'agitateur 3. 
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La cuve d'hydroiyse 1 est reiiee en amont par une conduite 6 a un dlspositif doseur de substrat 7-11, 
par une conduite 12 a un disposltif doseur d'enzyme 13-17, et par une conduite 18 a un dlspositif doseur 
de reactif 19-24. 

Le dispositif doseur de substrat comporte un recipient d'aiimentation en substrat 7 a double manteau 8 
5 et agitateur 9 entratne par un rnoteur 10. Le recipient 7 est relie a la cuve d'hydroiyse 1 par rintermediaire 
de la pompe volurnetrique 1 1 branchee sur la conduite 6. 

Le dispositif doseur d'enzyme comporte un recipient d'aiimentation en enzyme 13 a double manteau 14 
et agitateur 15 entratne par un rnoteur 16. Le recipient 13 est relie a la cuve d'hydroiyse 1 par 
i'intermediaire de la pompe volurnetrique 17 branchee sur la conduite 12. 
jo Le dispositif doseur de reactif comporte un recipient d'aiimentation en reactif 19 relie a la cuve 

d'hydroiyse 1 par rintermediaire d'une pompe volurnetrique 20 branchee sur la conduite 18. Cette pompe 
volurnetrique 18 est commandee par un pH-metre 21 dont I'eiectrode de mesure 24 plonge dans la cuve 1 
a travers le couvercie 5 et qui est relie electriquement (ligne hachuree 23) a un dispositif eiectronique de 
commande de la pompe 20 non represented 
15 La cuve d'hydroiyse 1 est reiiee en aval a un tube d'hydroiyse 25 a double manteau 26 garni 
d'elements melangeurs statlques 27 constitues de croisilions metalliques ou en plastique imbriques les uns 
dans les autres. La cuve 1 est reiiee au tube 25 par une conduite sur laquelie est branchee une vanne a 
trois voies 29 desiinee a permettre des preievemenis d'hydroiysat dans la cuve. 

Le tube 25 est dispose verticalement, son extremite inferieure etant reiiee a la cuve 1 et son-extremite 
20 superieure debouchant sur une conduite de sortie 30. 

La temperature d'un flulde circulant dans chacun des doubles rnanteaux est regulee par un dispositif 
representee symboliquement en 31 pour la cuve 1, 32 pour ie recipient 7, 33 pour le recipient 13, et 34 pour 
le tube 25. 

A ia Figure 2, les elements de cette deuxieme forme de realisation de I'appareil qui correspondent aux 
25 elements de la premiere forme de realisation selon la Figure 1 y sont designes par les memes chiffres de 
reference. 

Dans cette deuxieme forme de realisation, I'appareil comprend plusieurs tubes d'hydroiyse 25, 35, 36 
garnis d'elements melangeurs statiques 27, 37, 38 et branches en serie en aval de ia cuve 1 par des 
conduites de liaison 39, 40 reiiees en amont au recipient d'aiimentation en enzyme 13 par des conduites 
30 41, 42 qui rejoignent la conduite 12 sur laquelie est branchee ia pompe volurnetrique 17. 

Ces conduites de liaison 39, 40 sent egalement reiiees en amont au recipient d'aiimentation en reactif 
19 par des conduites 43, 44 qui rejoignent la conduite 18 sur laqueiie est branchee la pompe volurnetrique 
20. 

Dans cette deuxieme forme de realisation du present apparel I , on a egalement prevu un tube de 
35 melange 45 garni d'elements melangeurs statiques entre ies dlsposltifs doseur d'enzyme, doseur de 
substrat et doseur de reactif et la cuve 1 . 

Les differents recipients d'aiimentation en enzyme, en substrat et en reactif sont relies a ce tube 45 par 
des conduites 46, 47, 48 sur Sesqueiles sont respectivement branches une pompe volurnetrique 49 et ies 
pom pes volumetriques 11 et 20. 
40 A ia Figure 3, ies elements de cette troisieme forme de realisation de I'appareil qui correspondent aux 
elements des deux premieres formes de realisation selon ies Figures 1 et 2 y sont egalement designes par 
les mernes chiffres de reference. 

Dans cette troisieme forme de realisation, {'apparel! comprend plusieurs tubes d'hydroiyse 25, 35, 36, 
50 garnis d'elements melangeurs statiques et branches en serie en aval de la cuve d'hydroiyse 1. Cette 
45 derniere est reiiee en amont a une deuxieme cuve, en ['occurrence une cuve de prehydrolyse 51, par 
rintermediaire d'un tube de denaturation 52 garni d'elements melangeurs statiques. 

Dans cette forme de realisation, e'est la cuve de prehydrolyse 51 qui est reiiee en amont aux recipients 
d'aiimentation en substrat 7 et en reactif 19, aiors que le recipient d'aiimentation en enzyme 13 est relie en 
aval, par ies conduites respectives 56, 12 et 41, a la cuve de prehydrolyse 51, la cuve d'hydroiyse 1 et Sa 
50 conduite de liaison 39 des tubes d'hydroiyse 25 et 35. 

Dans cette forme de realisation, on a egalement prevu des tubes deactivation 53, 54 et un tube de 
refroidissement 55 garnis d'elements melangeurs statiques et branches en serie en aval du dernier tube 
d'hydroiyse 50. 

Les exemples ci-apres sent presentes a titre d'iMustration du procede selon la presenle invention. Les 
55 pourcentages et parties y sont donnes en poids. 
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Exempie 1 

On met en oeuvre le present precede a i'aide d'un apparei! semblable a celui decrit en reference a !a 
Figure 1, dans lequel ia cuve d'hydrolyse present© un volume de 30 I et ie tube d'hydroiyse garni 
5 d'elernents meiangeurs statiques presente un volume de 180 i pour une hauteur de 3 m. 

On utilise corn me substrat un concenirat de proteines de lactoserum parties lement deminerallse 
presentant une teneur en matiere seche de 20% et des teneurs respectives, en % sur matiere seche, de 
environ 23% de proteines, 1,9% de matiere grasse, 73% de lactose et 1,3% de cendres. 

On utilise comme enzyme de ia trypsine porcine presentant une activite de 3 AU/g, a raison de 1 g 
io d'enzyme pour 100 g de matiere seche du substrat, soit 3 AU pour 100 g de matiere seche du substrat. 
On utilise comme re act! f du KOH 2N. 

On rernpiit tout d'abord la cuve de substrat, on y melange renzyme et Ton demarre le processus 
d'hydrolyse en discontinu a pH 7,3 a 60 °C durant 15 min, apres quoi le substrat hydrolyse presente un 
NPN de 40%. 

15 On poursuit alors le processus en continu a un debit to! que ie temps de sejour moyen du substrat 
dans la cuve soit de 30 min et le temps de sejour de I'hydrolysat dans le tube soit de 3 h. On maintient 
dans la cuve une temperature de 80 °C et un pH de 7,3. On maintient dans le tube une temperature de 
60 *G et on y laisse ie pH flotter, de sorte qu'ii diminue spontanement de environ 7,3 a i'entree a environ 
6,9 a la sortie. 

20 Uhydrolysat presente un NPN de 65% au sortir du tube. 

Si, pour comparaison, on realise une hydrolyse du merne substrat, avec la meme enzyme, dans le 
meme rapport enzyme-substrat, en discontinu dans une cuve de 200 I, a pH 7,3 a 60 °C durant environ 7 h, 
on obtient un hydrolysat presentant un NPN de 60%. 

25 Exempie 2 



On precede de maniere semblable a celie d^crlte a I'exemple 1, a i'exception du fait que lors de trois 
essais distincts on varie le volume utile de la cuve de maniere que ie NPN obtenu apres le passage du 
substrat dans ia cuve soit respect! vernent de 15, 35 et 45%. 
so On obtient ainsi h la sortie du tube dos hydrolysats presentant des NPN rospectifs de 59, 63 et 66%. 

Pour comparaison, dans les memos conditions en discontinu en cuve, a savoir a pH 7,3 a 60 *C avec 
un substrat a 20% de matiere seche et une quantite d'enzyme presentant une activite de 3 AU pour 100 g 
de matiere seche du substrat, on obtient en environ 7 h un NPN de 60%. 

En d'autres termes, avec le present precede, on obtient en continu un NPN superiour a celui qu'on 
35 obtiendrait en discontinu des que ie substrat presente un NPN superieur a environ 35% a I'entree du tube. 

Exempie 3 

On precede de maniere semblable a celle decrite a I'exemple 1. a I'exception du fait que i'on maintient 
40 dans la cuve un pH de 7,8 et une temperature de 55 "C au lieu de pH 7,3 et 60 *C. 
On obtient a ia sortie du tube un hydrolysat presentant un NPN de 70%. 

Exempie 4 

45 On met en oeuvre le present precede a I'aide d'un appareil de type semblable a celui decrit en 
reference a ia Figure 2, 

On utilise comme substrat un concentrat de proteines de lactoserum presentant une teneur en matiere 
seche de 33% dont 7,5% de proteines. 

On utilise comme enzyme une protease alcaline bacterienne produite par Bacillus licheniformis et 
50 commercialisee par la firme Novo sous ia designation "aicalase 2.4 L'\ qui presente une activite de 2,4 
AU/g. On utilise cette enzyme a raison d'une quantite totaie de 4-8,8% sur proteine, soit 2,2-4,7 AU pour 
100 g de matiere seche du substrat. 

On utilise comme reactif du KOH 2N. 

Apres avoir demarre le processus de maniere adequate, on le poursuit en continu. Le debit de substrat 
55 et les dimensions des tubes et de la cuve sont determines en sorte que les temps de sejour du substrat ou 
de I'hydrolysat soient respectivement de 5-10 min dans un tube de melange preliminaire garni d'elernents 
meiangeurs statiques precedent la cuve, de 5-8 min dans un tube de denaturation thermique garni 
d'eiements meiangeurs statiques branche en serie entre le tube de melange preliminaire et la cuve, de 25- 
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40 min dans ia cuve fiere etape d'hydrolyse), de 15-25 min dans un premier tube A garni d'eiements 
melangeurs statiques suivant ia cuve (tube A de la 2eme etape d'hydrolyse), de 15-25 min dans un 
deuxieme tube B garni d'eiements melangeurs statiques (tube B de ia 2eme etape d'hydrolyse), de 0-100 
min dans un troisiemo tube C garni d'eiements melangeurs statiques (tube C de la 2eme etape 
5 d'hydrolyse), de 5-20 min dans un tube deactivation garni d'eiements melangeurs statiques branche en 
serie a !a suite du tube C, et de 5-15 min dans un tube de refroidissemnt garni d'eiements melangeurs 
statiques. 

On repartit iadite quantite total© d'enzyme on quatre parts, a savoir une premiere part do 5-15% du 
total meiangee au substrat dans le tube de melange preiiminaire, une deuxieme part de 30-40% du total 
jo meiangee au substrat dans la cuve, une troisieme part de 20-30% du total meiangee au substrat dans iedlt 
tube A et une quatrieme part de 20-30% du totai meiangee au substrat dans ledit tube 3. 
On ajuste ie pH du substrat a 7,3 jusqu'au dit tube B a parti r duquel on iaisse le pH Hotter. 
On ajuste la temperature a 75 °C dans le tube de melange preiiminaire, 85 "G dans ie tube de 
denaturation thermique, 70 °C dans Ia cuve, 71 *G dans ie tube A et le tube B, 80-1 05 °C dans ie tube 
15 deactivation et 2-8 °G dans Se tube do refroidissement. 

On recueille I'hydrolysat ainsi produit apres !e tube de refroidissement. 

Exempie 5 



20 On met en oeuvre le present precede a I'aide d'un appareii de type semblable a celui decrit en 
reference a ia Figure 3. 

On utilise comme substrat un concentrat de proteines de lactoserum presentant une teneur en matlere 
seche de 28% dont 7% de proteines. 

On utilise comme enzyme i'alcalase 2.4 L a raison d'une quantite totaie de 2-8% sur proteine, soit 1,2- 
25 3,6 AU pour 100 g de matiere seche du substrat. 
On utilise comme reactif du KOH 2N. 

Apres avoir demarre ie processus de maniere adequate, on ie poursuit en continu. Le debit du substrat 
et ies dimensions des tubes et des cuves sent determines en sorte que les etapes successives se 
deroulent comme suit. 

30 Dans un tube de melange preiiminaire garni d'eiements melangeurs statiques precedant une cuve do 
prehydrolyse, on melange 33% de ia quantite totaie d'enzyme avec Ie substrat a pH 8,7 a 10 9 C. 

On realise une premiere pariie de la premiere etape d'hydrolyse dans iadite cuve de prehydrolyse 
durant 15 min a 65 °C. 

Dans un tube de denaturation thormlque garni d'eiements melangeurs statiquos branche en serie entre 
35 la cuve de prehydrolyse et une cuve d'hydrolyse, on chauffe a 92 9 C durant 5 min, puis on refroidit a 85 "C. 
Dans iadite cuve d'hydrolyse, on ajoute ies 66% restants de ia quantite totaie d'enzyme et i'on realise 
une seconde partie de ia premiere etape d'hydrolyse durant 45 mln a pH 7,4 a 65 °G, 

Dans trois tubes garnis d'eiements meiangeurs statiques et branches en serie en aval de ia cuve, on 
realise !a deuxieme etape d'hydrolyse a 85 *C durant 195 min, a savoir durant 65 min dans chaque tube. 
40 Le pH est ajuste a 7,4 a i'entree de chaque tube et floite ensuite. 

Dans un tube deactivation garni d'eiements meiangeurs statiques branche en serie apres ies trois 
tubes d'hydrolyse, on realise une autodlgestion de i'enzyme a 87 J G durant 5 min. 

Dans un dispositif de chauffage par injection de vapour branche en serie apres ie tube deactivation, on 
realise une sterilisation a 125°C durant 1 min. 
45 On recuelile ensuite I'hydrolysat apres i'avoir refroidi. 

Exempie 6 

On met en oeuvre ie present precede a raide d'un appareii semblable a ceiui decrit en reference a la 
50 Figure 1, dans iequei la cuve d'hydrolyse presente un volume de 2,8 I et le tube d'hydrolyse garni 
d'eiements meiangeurs statiques presente un volume de 11,6 I pour une longueur de environ 5 m. 

On utilise comme substrat un concentrat de proteines de lactoserum presentant une teneur en matlere 
seche de 33% dont 7,5% de proteines. 

On utilise comme enzyme I'aicaiase 2.4 L, a raison d'une quantite totaie de 6,3% sur proteine, soit 3,4 
55 AU pour 100 g de matiere seche du substrat. 
On utilise comme reactif du KOH 2N. 

On remplit tout d'abord la cuve de substrat, on y melange i'enzyme et i'on demarre ie processus 
d'hydrolyse en discontinu a pH 7,3 a 70 *C durant 25 min. 
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On poursuit aiors le processus en contlnu a un debit tel que le temps de sejour total de i'hydrolysat 
dans Tappareii soil de 240 min (47 min dans ia cuve et 193 min dans le tube). On maintlent dans la cuve 
une temperature de 70 °C et un pH de 7,3. On maintient dans ie tube une temperature de 70 'C et on y 
iaisse le pH fiotter, de sorte qu'ii diminue spontanemont de environ 7,3 a j'entreo a environ 6,72 a ia sortie. 
5 On preleve et analyse des echanti Hons a la sortie du tube aux temps 0, 60, 120, et 180 min a compter 

de 240 min apres ia mise en route du processus en continu. Ces echant: lions presentent ies pH et teneurs 
en azote amine indiques dans le tableau I ci-apres ou I'on a egalement reporte la quantite correspondante 
do KOH utilise© pour maintonir lo pH a 7,3 dans la cuve. 

w Tableau i 



Temps (min) 


pH 


azote amine (%) 


KOH (g/h) 


0 


6,71 


0,26 


124 


60 


6,72 


0,25 


123 


120 


6,73 


0,26 


125 


180 


6,71 


0,26 


125 



Les quantites de KOH Indsquees en g/h correspondent a une consommation moyenne de 44,375 g par I 
de ia cuve pour un temps de residence de 47 min. 

On constate sur ce tableau I que les caracteristiques presentees par i'hydrolysat ne varient pratique- 
ment pas, quel que soit le moment ou on en preleve et analyse des echanti Hons a la sortie du tube. On 
verifie egalement par electrophorese de zone en gel de polyacryiamide (methode SOS-Page) que le profil 
peptidique avantageux de ces echanti lions, maiorite de petits peptides, reste egalement remarquabiement 
constant, 

Pour comparaison, on soumet ie memo substrat a une hydroiyse enzymatique avec la memo enzyme, 
dans le meme rapport enzymeisubstrat, en discontinu dans une cuve de 2 I a 70*C a pH maintenu a 7,3 
durant 47 min, Apres ces premieres 47 min, on lalsse le pH fiotter. On preleve et analyse des echanti lions 
au temps 47 min a compter du debut de i'hydroiyse, puis a differents temps iusqu'a et au-dela de 240 min. 
Ces echantillons presentent les pH et teneurs en azote amine indiques dans le tableau I! cl-apres. 

Tableau I! 



Temps (min) 


pH 


azote amine {%) 


47 


7,30 


0,21 


67 


7,0 


0,22 


140 


6,77 


0,24 


137 


6,75 


0,27 


240 


6,72 


0,26 


300 


6,68 




360 


6,65 





La quantite de KOH utilisee pour maintonir ie pH a 7,3 durant les premieres 47 min est de 45,5 g par I 
de ia cuve. 

On constate sur ce tableau H que les caracteristiques presentees par i'hydrolysat obtenu en discontinu 
en cuve varient rapidement, egalement apres le temps de 240 min correspondant au temps de sejour en 
continu dans I'appareii utilise au present exempie 6. 

Ceci demontre Tun des avantages du present precede dans ieque! aucune evolution du produit ne dolt 
etre crainte qui soit comparable a celle qui se produit durant le temps necessaire a la vidange de la cuve 
dans un procede en discontinu. 

Exempie 7 

On met en oeuvre Ie present procede a raide d'un appareii sembiabie a celui decrit en reference a la 
Figure 1, dans Ieque! la cuve d'hydrolyse presente un volume de 5 I et le tube d'hydrolyse garni d'elements 
melangeurs statiques presente un volume de 9,6 I pour une longueur de environ 5 m. 
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On utilise cornme substrat un concentrat de proteines de lactoserum presentant une teneur en rnatiere 
seche de 33% dont 7,5% de proteines. 

On utilise comrne enzyme I'alcalase 2.4 L, a raison d'une quantite totale de 8% sur proteine, soit 4,4 
AU pour 100 g de rnatiere seche du substrat. De ces 8%, 2% sont utilises dans ia cuve et 6% sont ajoutes 
5 a I'entree du tube. 

On utilise comme reactif du KOH 2N. 

Au cours de deux essais distincts, on rempllt tout d'abord la cuve de substrat, on y melange I'enzyme 
et Ton demarre le processus d'hydrolyse en discontinu a pH 7,3 a deux temperatures differenios, 72,5 ot 
74 0 G, durant 40 min, 

w On poursuit aiors chaque processus en contlnu a un debit tel que le temps de sejour total de 
I'hydrolysat dans I'apparei! soit de 116 min (40 min dans ia cuve et 76 min dans le tube). On maintient dans 
ia cuve des temperatures respectives de 72,5 "C et 74 °C et un pH de 7,3 pour chacun des deux essais. On 
maintient dans le tube une temperature de 72 6 C et on y laisse le pH flotter. 

Les hydrolysats ainsi obtenus, correspondant aux temperatures de 72,5 *C et 74 °C dans la cuve, 

15 presentent des NPN respectifs de 97,2 % et 91,4 % et ont necessite Pusage de quantites respectives de 
205 g/h et 198 g/h de KOH pour maintenir le pH a 7,3 dans ia cuve. On observe en outre par 
electrophorese de zone en gel de poly aery 3am ide (methode SDS-Page) qu'iis presentent un profii peptidi- 
que relativement etroit 

Pour comparaison, on soumet le memo substrat a une hydrolyse enzymatique avec I'alcalase 2.4 L, a 
20 raison d'une quantite totale de 4% sur proteine, soit 2,2 AU pour 100 g de rnatiere seche du substrat, en 
contlnu dans une cuve de 5 I a 70° C durant 200 min a des pH respectifs de 6,4, 6,8, 7,3 et 7,8 au cours de 
quatre essais distincts. 

Les hydrolysats ainsi obtenus presentent des NPN compris entre 80 et 83% et ont necessite i'usage de 
quantites respectives de KOH, en g/h, de 33,4, 50,1, 60,2 et 77,2 pour maintenir leur pH a 6,4, 6,8, 7,3 et 
25 7,8. i Is presentent en outre des teneurs respectives en azote amine de 0,17, 0,20, 0,21 et 0,22%. On 
observe en outre par test SDS-Page quils presentent un profii peptidique relativement large. 

Cecl demontre un autre avantage du present precede grace auquel on peut obtenir un prodult 
presentant un degre d'hydrolyse eleve et un profii peptidique relativement etroit, par comparaison avec un 
produit obtenu par une hydrolyse enzymatique en continu en cuve qui presente un degre d'hydrolyse 
30 moins eieve et un profii peptidique relativement large. 

Exempie 8 



On met en oeuvre le present procede a I'aide d'un appareii semblable a coiui decrit en reference a la 
35 Figure 1, dans lequel ia cuve d'hydrolyse presente un volume de 2,8 i et le tube d'hydrolyse garni 
□'elements meiangeurs statiques presente un volume de 11,6 I pour une longueur de environ 5 m. 

On utilise comme substrat un concentrat de proteines de lactoserum presentant une teneur en rnatiere 
seche de 33% dont 7,5% de proteines. 

On utilise comme enzyme i'alcalase 2.4 L, a raison d'une quantite totaie de 7% sur proteine, soit 3.8 
40 AU pour 100 g de rnatiere seche du substrat. De ces 7%, 2% sont utilises dans la cuve et 5% sont ajoutes 
a i'entree du tube. 

On utilise comme reactif du KOH 2N. 

On remplit tout d'abord ia cuve de substrat, on y melange i'enzyme et I'on demarre le processus 
d'hydrolyse en discontinu a pH 7,8 a 70 'C durant 25 min. 

45 On poursuit alors le processus en continu a un debit tei que le temps de sejour de I'hydrolysat soit de 
45 min dans la cuve et 170 min dans ie tube d'hydrolyse, au total 215 min. On maintient dans ia cuve une 
temperature de 70 °C et un pH de 7,8. On maintient dans le tube une temperature de 70 a C et on y laisse 
le pH flotter, de sorte qu'il diminue spontanement de environ 7,8 a I'entree a environ 6,67 a la sortie. 

Dans un tube deactivation garni d'elements meiangeurs statiques branche en serie a la sortie du tube 

50 d'hydrolyse, on inactive rhydrolysat durant 18 min a 90 V C. Dans un tube de refroidissement garni 
d'elements meiangeurs statiques branche en serie en aval du tube deactivation , on refroidit i'hydrolysat a 
temperature ambiante. 

A ia sortie du tube de refroidissement, on preleve et analyse des echanti lions correspondants aux 
temps 0, 60, 120, 180 et 240 min comptes a ia sortie du tube d'hydrolyse a partir de 215 min apres ia mise 
55 en route du processus en continu. Ces echanti lions presentent ies pH, teneurs en azote amine, blocages de 
lysine et NPN indiques dans ie tableau Ell ci-apres ou Ton a egaiement reporte ia quantite correspondant© 
de KOH utilisee pour maintenir le pH a 7,8 dans la cuve. 
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Tableau HE 



Temps ten in) 


pH 


azote amine {%) 


KOH (g/h) 


biocage lysine 


NPN {%) 


0 


6,67 


0,26 


125 


16,3 


95 


60 


6,68 


0,25 


1 24 


16,2 


96 


120 


6,67 


0,26 


128 


16,3 


94 


180 


6,67 


0,27 


124 


16,2 


95 


240 


6,67 


0,26 


127 


16,1 


96 



On constate sur ce tabieau 111, comme on ie volt egaiement sur ie tableau 6 de I'exemple 6, que ies 
caracteristiques presentees par j'hydroiysat ne varient pratiquement pas, que! que seit Ie moment ou en en 
preieve et analyse des echantilions a ia sortie du tube d'hydrolyse. 

On examine egaiement Ie profi! peptidique et Ies proprietes hypoaiiergeniques du produit obtenu dans 
Ies conditions selon Ie present exempie, en Ie soumettant a des tests HPLC, ELI8A et serotonine- 3 H dont 
Ies resultats sent presentes pius loin aux tableaux V, VI et Vfl, 

Pour comparaison, on soumet 160 kg du meme substrat a une hydrolyse enzymatique avec !a meme 
enzyme, a raison d'une quantite totale de 7% sur proteine, en dlscontinu dans une cuve, a 70 0 C. De ces 
7% d'enzyme, 2% sont utilises pour une premiere partie de i'hydro!yse a pH 7,8 durant 45 min apres 
iesqueiies on iaisse Ie pH f loiter, Apres 60 min on ajoute ies 5% d'enzyme restants et Von continue 
I'hydroiyse a 70 °C et a pH fiottant jusqu'a 215 min et au-deia. 

On soutire 20 kg d f hydrolysat apres 120 min a compter du debut de i'hydroiyse. On fait de meme 
apres 150, 180, 200 : 250, 300 et 360 min. En cours de route, on preieve un echantiiien pour anaiyse apres 
215 min. 

Les hydrolysats correspondant aux divers prelevements et echantilions sont immediatement inactives 
(dans un echangeur de chaieur, 18 min a 90 •C), puis refroidis a temperature ambiante (dans un echangeur 
de chaieur), et analyses, iis presentent les pH ; teneurs en azote amine (% sur poudre a 97% de matiere 
seche), biocage de lysine et NPN indiques dans Ie tabieau IV ci-apres. 

Tabieau IV 



Temps (min) 


PH 


azote amine (%, poudre) 


biocage lysine 


NPN (%) 


60 


7,56 








1 20 


6,97 


0,60 


15,3 




1 50 


6,87 


0,63 


17,2 


90 


180 


6,82 


0,66 


18,2 


94 


200 


6,80 


0,68 


18,3 


95 


215 


6,80 


0,68 


18,9 


95 


250 


6,79 


0,69 


19,4 


96 


300 


6,77 


0,71 


19,5 


96 


360 


6.76 


0,74 


19,6 


97 



45 On constate sur ce tabieau IV, comme on I'avait fait sur ie tabieau II de i'exempie 6, que les 
caracteristiques presentees par i'hydroiysat obtenu en dlscontinu en cuve varient rapidement, egaiement 
apres les 215 min correspondant au temps de sejour en continu dans i'apparei! utilise au present exempie 
8. 

Ceci confirme run des avantages du present precede dans lequel aucune evolution du produit ne doit 
so etre crainte qui soit comparable a ceiie qui se produit durant ie temps necessalre a !a vidange de Sa cuve 
dans un un precede en discontinu. 

On examine egaiement Ie profii peptidique et les proprietes hypoaiiergeniques du produit obtenu dans 
ies conditions selon I'exemple comparatif ci-dessus, au temps 215 min, en Ie soumettant a des tests HPLC, 
ELISA et serotonine- 3 H dont les resultats sont presentes ci-apres aux tableaux V,V! et VII. 
55 On realise des tests analogues sur Ie produit obtenu en cuve en continu dans ies conditions 
correspondant a pH 7,3 presentees pour comparaison a i'exemple 7 et on ies presente egaiement dans les 
tableaux V, VI et VII ci-apres. 
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Tableau V 



Proti! peptidique {test HPLC) 


Produit selon 


Pourcents de peptides compris dans les domaines compris dans les limites de 
poids molecuialres exprirnees en kDaiton 


>14 


14-6 


6-3,5 


3,5-1 ,0 


< 1 


Exemple 8 


5 


7 


9 


30 


49 


Comparaison (cuve disc) 


4 


7 


10 


31 


48 


Comparaison (cuve cont) 


21 


13 


9 


24 


33 



Les resuitats des tests selon ce Tableau V illustrent bien ie fait qu'un hydrolysat obtenu en continu par 
le procede selon la presente invention peut presenter un profit peptidique au rnoins aussi etroit et aussi 
centre sur les petits peptides qu'un hydrolysat obtenu pour comparaison en cuve en discontinu, alors que le 
profii peptidique presente par un hydrolysat obtenu pour comparaison en cuve en continu presente un prof i I 
peptidique beaucoup plus large depiace vers ies grands peptides. 

Tableau VI 

20 



Test d'inhibiiion ELSSA 


Produit selon 


Antigenicite residuelie exprimee en ug d'antigene par g de proteine 


BLG 


BSA 


CAS 


Exemple 8 


53 


20 


150 


Comparaison (cuve disc) 


41 


7 


141 


Comparaison (cuve cont) 


111 


> 1000 


319 



30 

Tableau VII 



Test de relachement de serotonine- 3 H 


Produit selon 


Antigenicite residuelie exprimee en ug d'equivalent BLG 
pour le relachement par g d'equivalent proteine 


Exemple 8 

Comparaison (cuve disc) 
Comparaison (cuve cont) 


20 
5 
50 



Les resuitats des tests selon ces Tableaux VS et VIS illustrent Ie fait qu'un hydrolysat obtenu par le 
procede selon la presente invention peut etre au moins autant hypoailergenique qu'un hydrolysat obtenu 
45 pour comparaison en cuve en discontinu, alors qu'un hydrolysat obtenu pour comparaison en cuve en 
continu n'est pas hypoailergenique. 

Exempie 9 

so On met en oeuvre le present procede de la maniere deeriie a rexemple 7 dans les conditions 
correspondant a une temperature de 72,5 *C dans la cuve. Le tube est subdivise en neuf segments. Des 
echanti lions sont preleves entre deux segments successifs au fur et a mesure que I'hydrolyse en continu 
progresse apres le demarrage en discontinu. Des echantillons sont preleves a la sortie du tube au meme 
rythme, des que la dure© de I'hydrolyse en continu atteint le temps correspondant au temps de residence 

55 du produit dans le tube. 

On determine la teneur en azote amine des echantillons. On divise chacune de ces teneurs par la 
teneur d'equiiibre vers laquelie tend i'hydrolysat. Sur un systeme de coordonnees, on reporte en ordonnee 
les quotients obtenus et en abscisse les quotients des temps de prelevement des echantillons divises par ie 
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temps de sejour de rhydrolysat dans I'apparell. 

On obtient une courbe sigmoYde croissant a partir de i'abscisse 0,8, coupant ia verticaie de I'abscisse 
1,0 aux deux tiers de sa valeur rnaxirnaie et atteignant sa valeur rnaxirnaie, autrernent dit touchant 
Thorizontaie de I'ordonnee 1,0 a ia verticaie de i'abscisse 1,2. 
5 Pour comparaison, on realise ie merne essai, a I'exception du fait que Ton utilise un tube vide 

presentant par aiiieurs ies memes dimensions que le tube garni d'eiements meiangeurs statiques. 

On preieve des echanti lions dans ies memes conditions, on etablit les memos quotients et Ton trace !a 
courbo corrospondanto de ia memo maniere. 

On obtient une courbe sigmoYde croissant a partir de i'abscisse 0,6 S coupant ia verticaie de i'abscisse 
w 1,0 a Ia moitie de sa valeur rnaxirnaie et n'atteignant sa vaieur rnaxirnaie, a savoir 1,0, qu'au dela de ia 
verticaie de i'abscisse 1,8. 

Ceci demontre deux autres avantages encore du present precede, a savoir d'une part ia rapidite avec 
iaqueiie un regime stationnaire peut etre atteint, et d'autre part I'hornogeneite que presente ie present 
hydroiysat a la sortie du present apparel I. 

15 

Revindications 

1= Precede d'hydroiyse enzymatique de proteines, dans iequel on soumet un substrat proteique a une 
hydroiyse avec une enzyme proteolytique, comprenant une premiere etape d'hydroiyse enzymatique 
20 en cuve sous agitation, et une deuxieme etape d'hydroiyse enzymatique en tube. 

2. Precede d'hydroiyse enzymatique, en continu, selon ia revendication 1, dans Iequel on realise iadite 
deuxieme etape d'hydroiyse en tube garni d'eiements meiangeurs statiques. 

25 3„ Procede seion la revendication 1, dans Iequel ledit substrat est une matiere premiere alimentaire riche 
en proteines, notamment des farines ou semoules de graines ou de tourteaux d'oieagineuses, des 
levures ou bacteries aiimentaires, de ia chair animaie ou de poisson hachee, ou des iaits ou derives du 
last, sous forme de particules en suspension aqueuse ou de suspension aqueuse. 

30 4. Procede selon la revendication 1, dans iequoi ledit substrat proteique est un substrat lactoserique 
contenant ies proteines du lactoserum, notamment un lactoserum doux de fromagerie ou un lactoserum 
acide de easeinerie, tel quel ou sous forme demsneralisee ou delactosee. liquide ou reconsiitue. 

5. Procede solon la revendication 1 , dans loquel i'enzyme proteolytique ost choisio dans le groupo forme 
35 par la trypsine, ia chymotrypsine, ia pancreatine, les proteases bacteriennes, ies proteases fongiques et 

leurs melanges. 

6. Procede selon la revendication 1, dans Iequel on melange I'enzyme proteolytique et le substrat a raison 
d'une quantite d'enzyme presentant une activite de 0,1-12 AU pour 100 g de matiere seche du 

40 substrat. 

7. Procede seion ia revendication 1, dans iequel on realise la premiere etape durant 10-60 min tout en 
alustant le pH et la temperature a des valeurs favorables a i'activite de I'enzyme, et Ton realise la 
seconde etape durant 1-8 h en ajustant la temperature a une valeur egale ou superieure, notamment de 

45 0-10 ° C s a ia temperature de !a premiere etape. 

8. Appareil pour la mise en oeuvre du procede seion la revendication 1, comprenant une cuve d'hydroiyse 
avec agitateur reliee en amont a un dispositif doseur de substrat et a un dispositlf doseur d'enzyme, et 
reliee en aval a au moins un tube d'hydroiyse. 

50 

9- Appareil selon ia revendication 8 ? dans Iequel ledit tube d'hydroiyse est garni d'eiements meiangeurs 
statiques. 

10- Appareil selon la revendication 9, dans iequel ledit tube est dispose verticaiement, son extremite 
55 inferieure etant reliee a iadite cuve et son extremite superieure debouchant sur une conduite de sortie. 

11= Appareil selon la revendication 9, dans iequel lesdits dispositifs doseur de substrat et doseur d'enzyme 
component chacun un recipient d'alsmentation relse a Iadite cuve d'hydroiyse. 
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12. Appareil selon !a revendication 11, cornprenant en outre un dispositif doseur de reactlf comportant un 
recipient d'alimentation reiie a ia cuve d'hydrolyse par i'intermedialre d'une pompe voiumetrique 
commandee par un pH-rnetre branche sur ia cuve. 

13- Apparel! selon la revendication 12 s cornprenant plusieurs tubes d'hydroiyse garnis d'elements melan- 
geurs statiques ; branches en serie en aval de la cuve par I'lnterrnediaire de conduites de liaison reiiees 
en amont au dispositif doseur d'enzyrne et au dispositif doseur de reactlf. 
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